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研究成果の概要（和文）：活性窒素種による神経細胞傷害は、アルツハイマー病やパーキンソン病などの神経変
性疾患との関連性が知られている。活性窒素種による神経細胞傷害から細胞を保護する小分子化合物を真菌の二
次代謝産物中から探索し、新規化合物であるpestalotioquinol Aを発見した。さらに、この化合物は過酸化水素
などの活性酸素種に対しては保護効果を示さず、活性窒素種に対して特異的に細胞保護作用を示すことが明らか
になり、ユニークな作用機序をもつことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Reactive nitrogen species-induced neuronal cell death is known to be 
associated with neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease and Parkinson's disease. In 
the present study, we purified fungal secondary metabolites to construct a chemical library, and 
screened the chemical library for small molecules that protect from reactive nitrogen 
species-induced cell death. As a results, we discovered a novel neuroprotective compound, 
pestalotioquinol A. Pestalotioquinol A did not exhibit cytoprotective effect on reactive oxygen 
species-induced cell death, which suggested that cytoprotection of pestalotioquinol A is specific 
for reactive nitrogen species.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： 神経保護物質　　微生物二次代謝産物　活性窒素種

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病やパーキンソン病などの神経変性疾患は、多くの場合老化と共に発症する難病であり、高齢化
社会において深刻な問題となっている。活性窒素種は神経変性疾患だけでなく炎症性疾患などとの関連性も知ら
れており、本研究により見出されたpestalotioquinol Aはこれらの治療薬への応用も期待できる。また、この化
合物は活性窒素種特異的な保護作用を示すというユニークな作用をもつことから、今後詳細な作用機序を解析す
ることで、活性窒素種に対する細胞傷害機構・防御機構の解明につながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病やパーキンソン病などの神経変性疾患は、多くの場合老化と共に発症する
難病であり、高齢化社会において深刻な問題となっている。しかしながら、その発症メカニズム
については依然として不明な点が多く残されている。本研究では、神経変性疾患との関連性が知
られている一酸化窒素やペルオキシナイトライトなどの活性窒素種に着目した。活性窒素種は
生体内高分子に酸化損傷を与えるが、生体分子のニトロ化を引き起こすなど活性酸素種と異な
る機構で細胞傷害を引き起こすことが知られている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、活性窒素種による神経細胞傷害機構を解明することを目的とし、小分子化合物を用
いたケミカルバイオロジーの手法を用いることにした。 
申請者が保有する天然物ライブラリーから、活性窒素種による神経細胞死を抑制する神経保
護物質を探索する。次に得られた神経保護物質が作用するタンパク質を同定し、それらと神経保
護効果との関連性をノックダウンなどの手法により評価する。このように、小分子化合物を起点
として活性窒素種による神経細胞死に影響を与える因子を見つけ出すことを目的とした。 

 
３．研究の方法 
土や植物などから採取した真菌を単離し、液体培地で培養した。培養液をジクロロメタンで抽
出後、シリカゲルカラムクロマトグラフィーにより分画し天然物ライブラリーを構築した。ラッ
ト副腎褐色細胞腫 PC12を神経成長因子（NGF）により神経細胞様に分化させ、得られた天然物
ライブラリーで処理した。その後培地を交換することにより化合物を除去し、活性窒素種である
パーオキシナイトライト ONOO–のドナーである SIN-1で処理した。乳酸脱水素酵素（LDH）ア
ッセイにより死細胞（細胞傷害）を検出することで、SIN-1による細胞死を抑制する化合物を探
索した。 
得られた保護物質について保護活性の作用機序を解析した。 

 
４．研究成果 
（1）神経保護物質の探索 
約 1000 種の化合物について活性試験を行った
結果、Pestalotiopsis microspora が生産する化合物が
神経保護活性を示した。この化合物の構造を核磁
気共鳴装置（NMR）や質量分析装置（MS）により
解析した。その結果、この化合物は、未だ構造の報
告がない vinyl-alkyne 構造をもつ新規ハイドロキ
ノン誘導体であり、pestalotioquinol A（pesA）と名
付けた（図 1）。PesAのヒドロキシ基の絶対配置を
決定するために、ハイドロキノン部位をメチル化
後、側鎖の 2級ヒドロキシ基をMTPAエステル化
した。改良モッシャー法により 2 級ヒドロキシ基
の絶対配置を図のように決定した。 

PesA は神経細胞様に分化した PC12 を 1-3 µM 
の濃度で前処理するだけで、化合物を除いた後も
SIN-1 に対する保護効果を示した（図 2）。さらに
類縁体として pestalotioquinol B を単離・構造決定
し、この化合物も保護効果を示すことを明らかに
した。また、ハイドロキノン部位をメチル化した
誘導体では神経保護活性は見られなかったから、
保護活性にはハイドロキノン部位が重要であるこ
とが示唆された。 
さらに神経保護物質を真菌代謝産物から探索し
た結果、citreoviridin、pyrenophorol、環状ペプチド
である enniatin Bの類縁体などがヒット化合物として得られた。これらの化合物は、pesAと同様
に SIN-1による細胞傷害から分化 PC12細胞を保護した。これらヒット化合物の中で citreoviridin、
enniatin Bは活性酸素種の産生を誘導することが報告されている。そのため、citreoviridinおよび
enniatin Bの類縁体は SIN-1処理前に細胞に軽度な酸化ストレスを与えることで、プレコンディ
ショニング効果を発揮し、SIN-1 に対する保護作用を示したと考えられる。PesA および
pyrenophorolはこれらとは異なる作用機序をもつと考えられるが、pesAは pyrenophorolよりも低
濃度で神経細胞保護作用を示したことから pesAに焦点を絞り解析を進めることにした。 

 

 
図 1. pestalotioquinol A (pesA) の構造 

 
図 2. pesA の神経保護効果 
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（2）PesAの細胞内グルタチオン量への影響 
まず、PesA が細胞内で抗酸化物質としてはたらくことが知られているグルタチオンの量に
影響を与えているかどうか調べた。PesA 処理した細胞の細胞内グルタチオン濃度を測定した結
果、還元型グルタチオン濃度および酸化グルタチオン濃度どちらも有意な変化を示さないこと
が明らかになった。この結果から、グルタチオンは pesAの細胞保護作用に関連がないことが示
唆された。 

 
（3）PesAの細胞種に対する選択性 
次に pesA の細胞保護効果が細胞種に対して選択性を示すか検討した。まず、未分化の PC12
細胞を用いて細胞保護活性試験を行った。その結果、pesAは未分化 PC12細胞においても細胞保
護作用を示した（図 3左）。次に、神経細胞であるヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Yを用いて、神経細
胞保護活性試験を行った。その結果、pesA は SH-SY5Y では神経細胞保護作用を示さなかった
（図 3右）。この他、ラット胎子大脳皮質初代培養細胞や神経細胞ではないヒト乳腺がん MDA-
MB-231 およびマウス線維芽細胞 NIH/3T3 を用いて、細胞保護活性試験を行ったが、pesA はこ
れらの細胞においても細胞保護作用を示さなかった。これらの結果から、pesAは PC12細胞特異
的に保護作用を示すことが示唆された。 

 
（4）PesAの保護効果の活性種に対する選択性 
 PesA の細胞保護効果が、細胞傷害を誘導する活性種に対して選択性を示すか検討した。活性
窒素種である NO 供与体；NOR-3、活性酸素種産生を誘導する menadione、rotenone および過酸

 
図 3. pesA の保護効果の細胞種特異性（左：未分化 PC12、右：SH-SY5Y） 
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図 4. pesA の活性種に対する選択性 
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化水素を用いて細胞傷害を誘導後、細胞保護活性試験を行った。その結果、NOR-3 による細胞
傷害に対しては神経細胞保護活性が示されたが、menadione、rotenone、過酸化水素など活性酸素
種による細胞傷害に対しては神経細胞保護活性が示されなかった（図 4）。この結果より、pesA
の細胞保護活性は SIN-1や NOR-3などの活性窒素種による細胞傷害特異的であることが示唆さ
れた。 
 
（5）総括と今後の展望 
以上のように本研究により、活性窒素種に対して特異的に細胞保護作用を示す新規化合物

pesAを見出した。今後はプルダウン法やサーマルシフトアッセイ法などの手法により pesAが直
接作用している標的タンパク質を同定する予定である。さらに、同定された標的タンパク質と保
護作用の関連を解析し、pesAの詳細な作用機序を解明する予定である。 
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